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　食品添加物の安全性についての評価は一般的に単独でおこなわれることが多いため、Lau ら
は複数の食品添加物の組み合わせによる神経芽細胞腫への効果について検討をおこない、神経
突起の成長阻害が 2 種類の食品添加物 ( ブリリアントブルー FCF とL- グルタミン酸、キノリ
ンイエローとアスパルテーム ) の同時投与により相乗されることを示した。本研究では、Lau





なった。ブリリアントブルー FCF を単独で 10nM、72 時間添加したとき、大脳皮質初代培養神
経細胞の細胞数は有意に減少していた。また、ブリリアントブルー FCF10nM、アスパルテー















































ら 6)、食品添加物の過剰摂取が GABA 作動性の
抑制神経細胞に及ぼす影響が考えられるため、
本研究を遂行した。食品添加物の投与濃度につ






















































液 (TBS) で 2 回洗浄をおこなった。ウサギ由来
抗 GABA 抗体（Calbiochem 社）を 3%牛胎児
血清、0.3% ウシ血清アルブミンを含む TBS に
1000 分の 1 の濃度に希釈し 4℃で 1 昼夜反応さ
せた。その後 3 回 TBS で 10 分ずつ洗浄し 1 次
抗体と同じ TBS 液に Alexa488ヤギ由来抗ウサ
ギ IgG抗体 (Sigma) を室温で 1 時間反応させた。














図 .1　GABA 陽性細胞の蛍光画像 .
(A-D)培養 4 日目の培養神経細胞 .
初代培養神経細胞を培養 4日目に固定し、抗 GABA 抗体で免疫組織化学的染色をおこなった .添
加物なし (A).ブリリアントブルー FCF10nM(B).アスパルテーム5μM(C).ブリリアントブルー FCF
10nM+ アスパルテーム5μM(D).スケールバー :50μm.(C,D).
図 .2　培養神経細胞の 4 日目の細胞密度および GABA 陽性細胞の割合 .
(A)細胞密度 1 平方ミリメートル当たりの培養神経細胞密度を示す .ブリリアントブルー FCF 単独
の濃度別 ,アスパルテーム単独の濃度別 ,および共投与の濃度別データ .( 各群 N=10).データは平均
値± SD. (B)GABA 陽性細胞の割合を示す .培養神経細胞の密度を算出した同視野において GABA

























はコントロール群で 380.4 ± 30.2 個 /mm2であ
るのに対して、単独投与群の中では、ブリリ
アントブルー FCF10nM 単独投与により 325.6
± 50.5 個 /mm2 となり、有意に神経細胞数が
減少していた（図 2A）。アスパルテーム 5μM+
ブリリアントブルー FCF10nM の共投与では、






（図 2B）。しかし、アスパルテーム 5μM+ ブリ
リアントブルー FCF10nM の共投与のときに、






FCF と L- グルタミン酸の組み合わせで共投与
して神経芽細胞腫への影響を観察した。彼らの
結果によれば、ブリリアントブルー FCF と L-
グルタミン酸それぞれ約 10nM、10μM の組み
合わせで、単独投与のブリリアントブルー FCF
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A study about the synergistic effects of food additives on cultured cortical neurons
Tadasato Nagano1*, Kaori Iwashita1, Ai Kamoshita1, Tomomi Tsuji1
  Generally, the evaluation of food additives is often considered individually. Lau et al. examined the 
effects of combined food additives on neuroblastoma. And they found the synergistic neurite growth 
inhibition in combinations of two (Brilliant Blue and L-glutamic acid, Quinoline Yellow and aspartame). 
In this study, we tested the effect of combined food additives in combination with aspartame and 
Brilliant Blue FCF. Each of single-application and co-application was performed on cultured cortical 
neurons and they were subjected to the analysis of neurotoxic effect. Exposure to food additives during 
childhood has been implicated in the induction of behavioral and developmental disorders, such as 
attention deficit hyperactivity disorder (ADHD). Recent studies suggest that ADHD is characterized by 
a deficit in cortical inhibition. Therefore we focused the cellular effects to GABAergic neurons using an 
immunohistochemical method. When brilliant blue FCF was applied at 10nM for 72hours, the number 
of cells in cortical culture was decreased significantly. And furthermore, co-administration of Brilliant 
Blue FCF 10nM and 5μM aspartame reduced the rate of GABA-immunopositive neurons significantly. 
These results suggest that exposure to overdosed Brilliant Blue FCF acts on growth inhibition of cortical 
neurons, and when it is applied to cultured neurons in combination with high concentration of aspartame, 
GABAergic neurons are particularly affected.
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